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"Verfahren zur Bestimmung von in vitro 
amplif izierten Nukleinsauresequenzen" 



Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren 
zur Bestimmung von mindestens einer in vitro amplif izier- 
ten Nukleinsauresequenz in einem Reaktionsraum, eine Vor- 
richtung, die zur Durchfiihrung des erf indungsgemaBen Ver- 
fahrens geeignet ist, sowie Mittel zur Durchfiihrung des 
erf indungsgemaflen Verfahrens. 

Die moderne Analytik greift zunehmend auf molekularbio- 
logische Grundprinzipien zuriick. Mit der Polymerase 
Ketten Reaktion (PGR) ist in jiingster Zeit ein sehr 
niitzliches Werkzeug fiir die Analytik mittels molekular- 
biologischer Grundlagen gefunden worden, die sich auf 
alien Gebieten der Analytik, in denen Nukleinsauren eine 
direkte oder indirekte Rolle spielen, angewendet werden 
kann. 

Die PCR-Analytik (R.K, Saiki et al . (1988) Science 239, 
487 - 491) und andere enzymatische Amplif ikationstechniken 
(J.C. Guatelli et al. (1990) Proc, Natl. Acad. Sci. 87, 
1874 - 1878) sind prinzipiell in der Lage, niedrigste 
Titer von DNA- oder RNA-Kopien in einer waBrigen Losung 
nachzu^jeisen. Letztlich ist eine einzige Kopie aus- 
reichend fiir eine enzymatische Amplif ikation. Allerdings 
haben sich eine Reihe praktischer Schwierigkeiten bei der 
routinemaBigen qualitativen Anwendung herausgestellt 
sowie bei dem Bestreben, PGR mit einer quantitativen 
Kopienzahl-Bestimmung zu verbinden. Die Schwierigkeiten 
der Amplif ikationsanalytik stehen im Zusammenhang mit: 



- Unerwiinschter Amplif ikation durch Fehlpriming, 

- ungleichmaiiiger Verbrauch der Primer, 

- Heteroduplex-Bildung, 

- schwankende Zyklusef f izienzen, 

- diverse Amplif ikationsartefakte, 

- Quantif izierungsproblematik, 

- Kontaminationsgef ahr , 

- "falsch positve" Resultate, 

- "falsch negative" Resultate, 

- Testkosten, 

- Serienreife, 

- Aufwand in der Handhabung, verglichen mit immuno- 
logischen ELISA-Verf ahren fur die Proteinanalytik, 

Die WO 91/02815 beschreibt einen sicheren qualitativen 
und quantitativen Nachweis spezifischer DNA und RNA aus 
biologischem Probenmaterial mit Hilfe einer DNA/RNA- 
Amplif ikationsmethode in Kombination z. B, mit der 
Temperaturgradienten-Gelelektrophorese (TGGE) (siehe auch 
K. Henco & M. Heibey (1990) Nucleic Acids Res. 19, 6733 - 
6734, J. Kang et al. (1991) Biotech Forum Europ 8, 59 0 - 
593, G. Gilliland et al. Proc. Natl. Acad. Sci. (1990) 
87, 2725 - 2729) . 

Mit der in der WO 91/02815 beschriebenen Amplif ikations- 
strategie ist es gelungen, die Sensitivitat der Amplif i- 
kationstechniken mit einer sicheren und auBerst genauen 
Quantif izierung zu verbinden (Variation + 15%) . Die 
Method^ ermoglicht es, die oben genannten Probleme, wie 
sie sich bei Amplif ikationsverf ahren ergeben, zu kon- 
trollieren bzw. zu unterdrucken. Mit der Verwendung eines 
nahezu idealen internen Standards definierter Kopienzahl, 
der sich nur in einer einzigen Basenposition von dem zum 
bestimmenden Template unterscheidet , laBt sich eine Am- 
plifikation unter Beibehalt des initialen Verhaltnisses 
von Template und Standard durchfiihren (K. Henco & M. 



Heibey" ((1990) Nucleic Acids Res. 19, 6733 - 6734). 
Template und Standard werden nachtraglich in einem 
Temperaturgradientenverfahren iriit zeitlichem oder raum- 
lichem Temperaturgradienten im gelelektrophoretischen 
System durchgefiihrt . Das Verhaltnis von Template und 
Standard laJit sich einfach ermitteln, indem das Reaktions- 
gemisch mit einem radioaktiv markierten oder fluoreszenz- 
markierten Standard hybridisiert wird. Die ansonsten 
storend auftretende Heteroduplex-Bildung kann in diesem 
System das Ergebnis nicht verfalschen. Vielmehr wird die 
Heteroduplex-Bildung zur eigentlichen Messung herange- 
zogen. 

ubliche Probleme durch ungleichmaBigen Verbrauch der 
Primer , Fehlpriming-Reakt ionen , Sattigungsef f ekte , 

Variationen in der Effektivitat der Amplif ikationen, 
haben keinen negativen EinfluB auf das Quant if izierungs- 
ergebnis. 

Diese Technologie wurde auf wichtige analytische Frage- 
stellungen in der Medizin angewandt. So ist es beispiels- 
weise moglich geworden, die Cytomegalie-Inf ektion bzw. 
-Viramie bei transplantierten Patienten oder Neugeborenen 
quantifizierend zu erfassen. Hier hat sich das Verfahren 
besonders bewahrt, denn angesichts einer stellenweise 
mehr als 90%-igen Inf ektionsrate in den europaischen 
Staaten ist der reine Nachweis von Cytomegalie-Viren 
nicht bedeutungsvoll, sofern nicht gleichzeitig eine 
Titer-Bestimmung durchgefiihrt wird, die den akuten Zu- 
stand einer Viramie anzeigt. Bei viralen Erkrankungen 
gewinnt der quantif izierende Aspekt an Bedeutung, ins- 
besondere im Zusammenhang mit den im verstarkten MaBe 
^ngewandten antiviralen Therapie-Schemata . Haufig sind 
antivirale Therapien, wie zum Beispiel im Falle von HIV 
mit AZT fur den Patienten systemisch auflerst belastend 
und als antivirales Therapeutikum nur uber einen limi- 



tierten Zeitraum erfolgreich einzusetzen. Deshalb wird es 
fiir die Zukunft sehr bedeutsam sein, eine wirtschaf tliche 
und einfache Technik zu haben, die sowohl eine Titer-Be- 
stimmung bzw, eine Bestimmung der Virusgen-Aktivitat oder 
einen Therapie-induzierten Drift zu resistenten Virus- 
stairimen anzeigt. 

Die bislang angewandten gelelektrophoretischen Methoden 
zur Auftrennung der markierten Homoduplices und Hetero- 
duplices haben sich bei kleinen bis niedrigen Proben- 
zahlen (10 - 20) als auBerst effizient und korrekt 
beziiglich der gelieferten Ergebnisse herausgestellt . Ein 
gravierender Nachteil ist jedoch die relativ zeit- und 
personalaufwendige Analysentechnik, die den Einsatz 
dieses hochst aussagef ahigen Analyseverf ahrens als 
generelle Diagnostik-Methode fiir die DNA- und RNA- 
Analytik stark erschwert. Es ist nur schwer vorstellbar, 
daB mit der TGGE-Technik Probenzahlen > 50 pro ausfiihren- 
der Person und Tag durchgefiihrt werden konnen, Auch eine 
Automat isierung ist schwer zu erreichen. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es mithin, ein 
Verfahren bereitzustellen, daB die oben erwahnten Nach- 
teile der Verfahren gemafl dem Stand der Technik ver- 
meidet, insbesondere das Nachweisverf ahren so auszuge- 
stalten, daB keine gelelektrophoretische Trennung er- 
forderlich ist, um somit eine einfachere und automa- 
tisierbare Verf ahrensweise zu gewahrleisten . Gleichzeitig 
soil eine Vorrichtung geschaffen werden, die es erlaubt, 
die mit dem erf indungsgemaBen Verfahren detektierten 
amplif izierten Nukleinsauresequenzen sicher und einfach 
zu erkennen, wobei die Vorrichtung ebenfalls eine wei- 
testgehend automatisierbare Auswertung erlauben soil. 

Erf indungsgemaB gelost wird die Aufgabe durch ein Ver- 
fahren zur Bestimmung mindestens einer in vitro ampli- 



fizierten Nukleinsauresequenz in einem Reaktionsrauin, 
wobei wahrend oder nach der Amplif izierung der Nuklein- 
sauresequenz mindestens eine Substanz vorhanden ist, 
deren spektroskopisch meflbare Parameter mit der nachzu- 
weisenden Nukleinsauresequenz in Wechselwirkung treten, 
dabei ein mefibares Signal erzeugt wird, die zu messende 
Probe der Einwirkung eines Gradienten ausgesetzt wird, 
der Nukleinsauren mindestens teilweise denaturieren kann, 
unter Erfassung des sich durch die Einwirkung des Gra- 
dienten andernden mefibaren Parameters . 

Die Substanz , deren Parameter spektroskopisch meBbar sein 
soil, enthalt vorzugsweise mindestens einen f luoreszieren- 
den Rest und einen Nukleinsaureanteil • Die Wechselwirkung 
mit den in vitro amplif izierten Nukleinsauresequenzen in 
Abhangigkeit des Denaturierungszustandes geht einher mit 
einer Anderung des spektroskopischen MeBsignals. Dies 
kann beispielsweise durch Interkalation des Farbstoffes 
in die Nukleinsauredoppelhelix oder durch Verdiinnungs- 
oder Konzentrierungsef f ekte im MeBkompartiment erfolgen. 

In einer weiteren bevorzugten Ausgestaltung des erfin- 
dungsgemaBen Verfahrens wird der durch den Gradienten 
ausgeloste DenaturierungsprozeB der Nukleinsaure iiber 
eine Anderung der Wellenlange und/oder eine Fluoreszenz- 
intensitat-Shift und/oder eine Anderung der Lebenszeit 
eines angeregten Zustands oder iiber das Prinzip des soge- 
nannten Energy Transfers (Forster Transfer) oder iiber 
einen ^Konzentrationsef f ekt erfaBt. 

Das erf indungsgemaBe Verfahren ermoglicht auch eine 
simultane oder sequenzielle Erfassung mehrerer ver- 
schiedener amplif iz ierter Nukleinsauresequenzen • Dies 
erfolgt dadurch, daB mehrere spektroskopisch voneinander 
unterscheidbare Farbstoffe eingesetzt werden, mit denen 
sich die verschiedenen amplif izierten Nukleinsauren 
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analysieren lassen und/oder uber die mindestens eine un- 
abhangige Eichsubstanz eingefiihrt wird. Dies ist insbe- 
sondere dann moglich, wenn die verschiedenen Nuklein- 
sauren, die analysiert werden sollen mit unterschiedlich 
markierten Hybridisierungspartnern in Wechselwirkung 
treten. 

Die Aufnahme des MeBsignals erfolgt beispielsweise durch 
Messung der von den Farbstoffen ausgehenden Fluoreszenz, 
welche insbesondere durch einen Laser kontinuierlich oder 
getaktet angeregt werden konnen. 

Eine weitere bevorzugte Ausgestaltung des erf indungsge- 
maBen Verfahrens beruht darauf, daS die amplif izierten 
Nukleinsauren mindestens einen koamplif izierten Nuklein- 
saurestandard enthalten, dessen Sequenz zu einer zu be- 
stiininenden Sequenz homolog ist, vorzugsweise identisch 
ist, mit Ausnahme jedoch einer Punktmutation, die ins- 
besondere in einem Sequenzbereich niedrigster Stabilitat 
liegt. Es ist jedoch darauf zu achten, daB diese Punkt- 
mutation auBerhalb der Primer-Bindungsstellen liegt, wenn 
enzymatische Amplif ikationen durchgefiihrt werden. Der 
Nukleinsaurestandard kann ebenfalls ein natiirlicher Be- 
standteil der zu analysierenden Nukleinsaure sein. 

Das erf indungsgemaBe Verfahren erlaubt die Durchfiihrung 
der Amplif ikation in homogener Phase oder mit einem an 
eine feste Phase gekoppelten Primer, an dessen ver- 
langerter Sequenz die markierte Sonde hybridisieren kann. 
Die Konzentration der Sonde kann somit entweder gezielt 
auf dem Festphasentrager oder in der freien Losung be- 
st immt werden. Vorzugsweise wird mindestens ein 
Fluoreszenzfarbstof fmolekiil an ein Nukleinsauremolekiil 
gekoppelt, dessen Sequenz identisch oder homolog mit der 
nachzuweisenden Nukleinsaure oder dem koamplif izierten 
Nukleinsaurestandard ist . 



Wenn das Nukleinsauremolekiil mit dem daran gekoppelten 
Fluoreszenzf arbstof f dem Reaktionsgemisch nach erfolgter 
Amplif ikation zugesetzt wird, erfolgt die Hybridisierung 
mit den amplif izierten Nukleinsauren, vorzugsweise durch 
einen thermischen Denaturierungsschritt mit nachf olgendem 
Renaturierungsschritt. Es ist erf indungsgemaii jedoch auch 
moglich, da3 das Nukleinsauremolekiil mit gekoppeltem 
Fluoreszenzf arbstof f dem Reaktionsgemisch vor erfolgter 
Amplif ikation zugesetzt wird. Dabei ist die Sonde als 
nicht amplif izierbare Doppelstrang-RNA oder als nicht 
amplif izierbare chemisch modifizierte Nukleinsaure zuzu- 
setzen. 

Zur Amplif ikation der Nukleinsaure wird vorzugsweise ein 
Primer des zur Amplif ikation eingesetzten Primerpaares 
verwendet, welcher 5 • -terminal eine G:C-reiche Region 
enthalt von beispielsweise 15 bis 2 0 G:C-Resten. 

Zur Durchfiihrung des Verfahrens werden vorzugsweise 
Foliensysteme mit Vertiefungen oder Ausbuchtungen als 
Reaktionsraume verwendet. Die Foliensysteme sind insbe- 
^sondere thermisch verschweiBbar und als Aufnahme fiir 
verwendungsf ertige Reagenziengemische in gef rierge- 
trockneter oder matrixgebundener Form einsetzbar, 
Weiterhin gewahrleisten sie direkte optische Vermessung, 
sind also zumindest fiir bestimmte Wellenlangenbereiche 
transparent. Die zur Durchfiihrung des erf indungsgemaBen 
Verfahrens benotigten Reagenzien werden vorzugsweise in 
raumli^ch abgetrennten Matrices gelagert und nach dem 
SchlieBen eines Reaktionsraumes zeitlich getrennt dem 
Reaktionsgeschehen zugefiihrt. Vorzugsweise sind die 
Reaktionsraume im Abstand der Locher handelstiblicher 
Mikrotiterplatten voneinander getrennt. Dies hat ins- 
besondere den Vorteil, daB Gerate, die zur Bearbeitung 
von Mikrotiterplatten geeignet sind, in der erfindungs- 
gemaB beschriebenen Technologie eingesetzt werden konnen. 



Zur Analyse eines amplif izierten Nukleinsauregemisches 
wird nach Zugabe der zur Reaktion benotigten Substanzen 
ein zeitlich gesteuerter Temperaturgradient angelegt und 
das Denaturierungsverhalten der Nukleinsauren gemessen. 
Dies erfolgt durch die Anderung der spektroskopischen 
Parameter der mit der Nukleinsauresequenz in Wechsel- 
wirkung tretenden Substanz . Die Anderung des spektros- 
kopischen Parameters wird zeitlich oder in aquivalenter 
Weise, in Abhangigkeit der Temperaturanderung verfolgt. 

Die Auswertung der Funktion der Anderung des spektros- 
kopischen Verhaltens der mit der Nukleinsaure in 
Wechselwirkung tretenden Substanz erlaubt dann den SchluB 
auf Anwesenheit oder Anzahl oder Homologie einer ge- 
suchten Nukleinsaure zum korrespondierenden Standard. Die 
Auswertung der Daten erfolgt vorzugsweise on line durch 
eine Datenverarbeitungsanlage . 

Vorteilhaft am erf indungsgemaBen Verfahren auBert sich 
neben dem Abstellen der oben genannten Nachteile des 
Standes der Technik, daB die Amplif izierung der Nuklein- 
sauren und die spatere Analytik in einem einzigen herme- 
t i sch ver schl OS senen Reakt ionskompart iment dur chge f iihrt 
werden kann, so daB eine Entsorgung dieser biologischen 
Stoffe ohne offnung der Kompartimente moglich ist, 
wodurch eine potentielle Kontaminationsquelle ausge- 
schaltet wird, Desweiteren ermoglicht diese Vorgehens- 
weise die Lagerung von Testfolien der oben genannten Art 
im geschlossenen Zustand auch iiber langere Zeitraume, so 
daB eine Archivierung der oftmals wertvollen Test- 
substanzen moglich wird. Die Lagerung erfolgt aber vor- 
zugsweise im gefrorenen Zustand. Das erf indungsgemaBe 
Verfahren ermoglicht ebenfalls in vorteilhaf ter Weise, 
daB die Versuche gegebenenf alls zu einem spateren Zeit- 
punkt auch nach langerer Zwischenlagerung wiederholbar 



sind, Oder das amplif izierte Gemisch danach praparativ 
aufarbeitbar und analysierbar ist. 

Die Vorrichtung zur Durchfiihrung des erf indungsgemaBen 
Verfahrens weist eine Einrichtung zur zeitabhangigen 
Thermostatisierung der im Verfahren zu verwendenden 
Reaktionsraume auf. Vorzugsweise wird die Thermostati- 
sierung durch eine programmierbare Einheit gesteuert. Die 
Ableseeinrichtung der erf indungsgemaBen Vorrichtung be- 
steht vorzugsweise aus einer optischen Einheit, die in 
der Lage ist, Photonen zu registrieren. Besonders be- 
vorzugt sind solche Einheiten, die zur Registrierung 
emittierten Fluoreszenzlichts geeignet sind. Ebenfalls in 
Betracht koimen Gerate, die in der Lage sind, andere 
spektroskopische Eigenschaf ten, wie Kernspinn Oder 
Elektronenspinn etc., die mit der Anderung, Konf ormation 
der Doppelhelix korrelierbar sind, einzusetzen. 

Die Vorrichtung zur Durchfiihrung des erf indungsgemaBen 
Verfahrens ist in der Lage, ein Mittel zur Durchfiihrung 
des Verfahrens aufzunehmen, das aus einem System von 
Reaktionskompartimenten, vorzugsweise aus einem Folien- 
system mit gebrauchsf ertigen Reagenzien in gefrierge- 
trockneter Form auf weist. Die Reaktionskompartimente sind 
vorzugsweise im Mikrotiterf ormat angeordnet. Die Rea- 
genzien des Mittels zur Durchfiihrung des Verfahren sind 
vorzugsweise in mindestens einer wasserloslichen Matrix 
fixiert und/ Oder gelagert. Die Matrix enthalt vorzugs- 
weise -gtabilisatoren, wie Zucker, insbesondere Trehalose 
Oder Saccharose. Bevorzugt enthalt das Mittel zur Durch- 
fiihrung des erf indungsgemaBen Verfahrens Reaktionskom- 
partimente und/ Oder weitere Reagenzienreservoire, Am- 
plif ikationsprimer, Puf ferbestandteile sowie mindestens 
eine Polymerase und iibliche Kofaktoren zur Durchfiihrung 
der Amplif ikationsreaktion. In einer weiteren bevorzugten 
Ausfiihrungsform des Mittels zur Durchfiihrung des er- 
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f indungsgemaflen Verfahrens ist der Reaktionsraum bzw. das 
Reaktionskompartiment mit einem weiteren abgetrennten 
Reagenzienreservoir in einer Matrix versehen, die sich in 
der das Kompartiment verschlieBenden Folia befindet. 
Dabei wird vorzugsweise die markierte Sonde mit den fiir 
die Hybridisierung notwendigen Puf f ersubstanzen gelagert. 

Das Mittel zur Durchfiihrung des erf indungsgemaBen Ver- 
fahrens ist vorzugsweise in Kit-Systemen zusammengestellt , 
das Reaktionsgef aBe, wie Foliensysteme mit lagerfahigen 
und direkt einsetzbaren Reagenziengemischen, wobei die 
Reaktionsgef aBe nur mit der zu analysierenden Probe be- 
schickt werden miissen, urn dann im hermetisch versiegelten 
Zustand einem Amplif ikationsverf ahren und anschliefiender 
Analyse unterworfen zu werden. 

Das erf indungsgemaBe Verfahren eignet sich insbesondere 
zur Analyse von Stof fgemischen, vorzugsweise Nuklein- 
sauren, in denen mindestens eine Komponente im Tempera tur- 
bereich des zeitlichen Temperaturgradienten eine 
thermische Umwandlung erfahrt. Durch Hinzufiigen und Ko- 
amplif ikation eines Standards mit genau bekannter Kopien- 
zahl ist das erf indungsgemaBe Verfahren standardisierbar 
und erlaubt quantitative Aussagen iiber die amplif izierten 
Nukleinsauren der zu untersuchenden Probe. Mit dem er- 
f indungsgemaflen Verfahren lassen sich Punktmutationen, 
Deletionen, Insert ionen und Umstellungen in der DNA/RNA- 
Nukleinsauresequenz feststellen. Mit der quant itativen 
Analyse laBt sich auch die Konzentration dieser Anderungen 
in der Nukleinsauresequenz ermitteln. Die Proben konnen 
aus unterschiedlichstem Material stammen, wie lebendem, 
totem, fossilem und in vivo nicht mehr stof fwechsel- 
aktivem Gewebe oder aus Korperf lussigkeiten, aus in vitro 
Zellkulturen oder aus Proben der Umwelt. Das erf indungsge- 
maBe Verfahren ermoglicht qualitative und quantitative 
Erfassung zellularer Gene und Gene infektioser Krankheits- 
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erreger direkt oder iiber ihre RNA-Genprodukte als Wildtyp- 
sequenz oder als Varianten. 

Das erf indungsgemaBe Verfahren laBt sich aber auch zur 
Untersuchung und Bestimmung von potentiell toxischen Sub- 
stanzen oder potentiell phannazeutischen Wirkstoffen oder 
chemischen oder biologischen Pf lanzenschutzmitteln ein- 
setzen, indem deren EinfluB auf Nukleinsauresequenzen 
Oder deren Amplif ikation untersucht werden. 

Figur 1 

Die Figur 1 beschreibt scheinatisch den bevorzugten er- 
f indungsgemafien Ablauf der TESGA Methodik. In einer Vor- 
lage von Reaktionskompartimenten in Format einer Mikro- 
titerplatte befinden sich alle fiir eine spezifische Am- 
plif ikation einer Nukleinsaure notwendigen Reagenzien in 
lyophilisierter Form mit Ausnahme der zu analysierenden 
Probe im waBrigen Reaktionsmedium. Dieses wird vor der 
Amplif ikationsreaktion zugesetzt und eine homogene Losung 
hergestellt. Danach werden die Reaktionskompartimente mit 
einer zweiten Folie verschlossen, wobei die zweite Folie 
mindestens eine weitere Matrix enthalt mit Reagenzien, 
die nicht an der eigentlichen Amplif ikationsreaktion 
teilnehmen sollen. Die Folie wird in einem Thermostatier- 
block positioniert, um die enzymatische Amplif ikations- 
reaktion durchzufuhren. Hierbei konnen sowohl Amplifi- 
kationen bei homogener Temperatur als auch in zyklisch 
variie^renden Temperaturablauf en (PGR) ausgefiihrt werden. 
Nach erfolgter Amplif ikation wird das Reaktionsgemisch 
mit dem zweiten Reagenzienreservoir in Kontakt gebracht 
und eine homogene Losung hergestellt, Nach Durchfuhren 
eines Denaturierungs-/Renaturierungsprozesses registriert 
ein optisches Detektionssystem die laserangeregte Lumi- 
neszenz (Fluoreszenz , Phosphoreszenz) in Abhangigkeit 
eines linearen Temperaturgradienten, der iiber den Thermo- 
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block zeitlich gesteuert wird. Der steigende Temperatur- 
gradient kann in einem weiten Bereich variiert werden. 
Die Anfangstemperatur kann minimal S'^C, die Endtemperatur 
maximal 100 'C betragen. 

Figur 2 

Die schematische Darstellung symbolisiert den molekularen 
Verlauf des erf indungsgemaBen Verfahrens am Beispiel 
interkalierender Farbstoffe, die nicht an eine Nuklein- 
sauresonde fixiert sind (z.B. Ethidiumbromid) . Diese 
Farbstof fmolekiile lagern sich unter nativen Bedingungen 
zwischen benachbarte Basenpaare in doppelstrangiger DNA 
Oder RNA ein. Im interkalierten Zustand erhoht sich die 
Fluoreszenzausbeute bis zum 2 0-fachen und die Lebensdauer 
des angeregten Zustandes etwa um das 10-fache. Wird 
dieses System einem thermischen Gradienten unterworfen, 
so beginnen zunachst die instabilsten Helixbereiche zu 
denaturieren. Eine Fehlpaarung, wie sie bei der Hetero- 
duplexbildung erzeugt wird, destabilisiert den ent- 
sprechenden Sequenzbereich und fuhrt zu dessen fruhzei- 
tiger offnung. Die in diesem Bereich zunachst gebundenen 
Farbstof fmolekiile werden freigesetzt, wodurch eine Er- 
niedrigung des Gesamtf luoreszenzsignals bedingt wird. 
Dabei ist die Farbstof fkonzentration so zu wahlen, daB 
freier Farbstoff und gebundener Farbstoff im thermodyna- 
mischen Gleichgewicht stehen und der freie Farbstoff in 
deutlichem Uberschufi vorliegt. Erst bei hoheren Tempera- 
turen off net sich der entsprechende Sequenzbereich des 
Homoduplex, wodurch eine weitere stufenweise Erniedrigung 
des Fluoreszenzsignals erfolgt. Aus dem Verhaltnis der 
Intensitaten beider Stufen lassen sich die relativen 
Mengenverhaltnisse von Homoduplex und Heteroduplex er- 
mitteln. 



Figur 3a und 3b 



Die Figur 3a zeigt die bevorzugte Konstruktion des TESGA- 
Standards bzw. der f luoreszenzmarkierten Sonde in einer 
bevorzugten Ausfuhrungsf orm. Der Standard soil sich in 
mindestens einer Basenposition von der nachzuweisenden 
Nukleinsaure unterscheiden. Diese Mutation befindet sich 
in dem Sequenzbereich niedrigster thermodynamischer 
Stabilitat und kann leicht unter Verwendung eines Primers 
P3 eingefiihrt werden. Die Mutation soil sich jedoch auBer- 
halb der Priiner-Bindungsstellen von PI und P2 befinden. 
Ein Primer (P2) kann 5 '-terminal eine GC-reiche Region 
enthalten, wahrend der andere Primer (PI) vorzugsweise 
mit einem Fluoreszenzf arbstof f iiber einen Spacer chemisch 
gekoppelt ist, wobei der Fluoreszenzf arbstof f in einem 
doppelhelikalen Bereich interkalieren kann. Das Anwen- 
dungsprinzip der f luorezenzmarkierten TESGA-Sonde ist in 
Figur 3b schematisiert dargestellt. 

Figur 4 

Eine bevorzugte Ausfuhrungsf orm eines TESGA-tauglichen 
Primers ist bereits fiir andere Anwendungen beschrieben 
(Thuong, N.T. & Chassignol, M, (1987) Tetrahedron Letters 
28, 4157-4160; Thuong, N.T. et al . (1987) Proc. Natl. 
Acad. Sci. U.S.A. 84, 5129-5133; Helene, C. in DNA-Ligand 
Interactions (1987) Plenum Publishing Corporation, 
127-140, W. Gushelbauer & W. Saenger Ed.). Sie sind 
bereitg. teilweise kommerziell erhaltlich (Appligene, 
StraBburg, Frankreich) Er enthalt einen Spacer-gekoppelten 
Fluoreszenzfarbstof f , der interkalationsf ahig ist, wenn 
sich der Primer in einem doppelhelikalen Bereich befindet. 
Wird die Doppelhelix thermisch denaturiert, so andern 
sich die Fluoreszenzeigenschaf ten des Farbstoffes. 



Figur 5 



Die Figuren 5a - 5e zeigen schematisch mogliche ex- 
perimentellen Resultate, die mit der TESGA-Technik er- 
halten warden konnen. Die zwei gestrichelten Linien 
markieren die Position des Standard Homoduplex (2) sowie 
die Position des aus markierter Sonde und zu erwartender 
Wildtyp-Sequenz (1) bestehenden Heteroduplex 1. Tragt die 
zu analysierende Sequenz mindestens eine weitere Mutation, 
so ergibt sich ein stufenweiser Fluoreszenzabf all bereits 
bei tieferer Temperatur, die fur die Mutation charakterist- 
isch ist (B3) . Die relative Hohe der Stufen zueinander 
(1/2, 3/4, 6/7/8) gibt direkt das Verhaltnis der relativen 
Konzentration der beteiligten Molekiile wieder. Ein Ergeb- 
nis gemaB Abbildung C wird erhalten, wenn lediglich die 
Standard-Nukleinsaure amplif iziert wird und die bio- 
logische Probe keine oder nur geringe Mengen der ent- 
sprechenden Nukleinsaure enthalt. Ein Ergebnis gemaB D6 
wird erhalten, wenn die Amplif ikationsreaktion nicht 
ordnungsgemafl abgelaufen ist und nicht einmal der 
Standard amplif iziert worden ist. Enthalt die biologische 
Probe mehr als eine homologe Nukleinsaurespezies so er- 
geben sich mehrere voneinander unterschiedliche Stufen 
des temperaturabhangigen Fluoreszenzverlauf es (6 und 7) . 

Figur 6 

Die Figur 6 beschreibt den schematischen Temperaturver- 
lauf ynd die zugehdrigen Einzelschritte bei der TESGA 
Analytik. Im oberen Beispiel ist der Ablauf der Analyse 
mit der PGR Technik dargestellt, im unteren Beispiel der 
Verlauf bei einer Amplif ikation bei homogener Temperatur 
(37 ^^C) . 

1) Zusatz der biologischen Probe zum lyophilisierten 
Amplif ikationsansatz und Verschweifien des Reaktions- 
kompart imentes . 



2) Aftiplif ikation bei homogener Temperatur oder mit Tem- 
peraturprograimen (PGR) . 

3) Zuitiischen der markierten Sonde (n) im Hybridisierungs- 
puf f er . 

4) Denaturierungsschritt bei 98**C. 

5) Sondenreassoziation itiit der amplif izierten DNA. 

6) Zeitlicher Temperaturgradient mit optischer On- 
Line-Kontrolle . 

Figur 7 

Die Figur 7 zeigt schexnatisch eine mogliche Ausfiihrungs- 
form der TESGA-Analytik fiir die automatisierte Analyse 
von GroBserien, Zum Testkit gehoren die Folienbestandteile 
mit den lagerfahigen und gebrauchsf ertigen Reagenzien. 
Die Balkenkodierung erlaubt eine Definition des Assay-Typs 
sowie der Belegung der Positionen. Der beschreibbare 
Magnetstreif en steht dann den Proben-spezif ischen Daten 
zur Verfugung, Die Testfolien konnen nach der Analyse 
ohne Offnen entsorgt oder fiir eventuelle weitere Analysen 
archiviert werden, 

Figur 8 

Die scheinatische Darstellung erklart eine spezielle Aus- 
fiihrungsf orm des erf indungsgemaBen Verfahrens. Ein zur Am- 
plif ikation verwendeter Primer ist oberf lachenf ixiert , 
z.B. an magnet ischen Partikeln (magneto beads). Magneto 
beads ^lassen sich zu Zwecken der Amplif ikation und Hybri- 
disierung mit Hilfe eines Magnetfeldes in Form einer 
Suspension halten, zum Zwecke der Laser-Fluoreszenz-Beo- 
bachtung wahrend des Temperaturgradienten-induzierten 
Dissoziationsprozesses jedoch der Losung entziehen und an 
einem definierten Ort fixieren. So laBt sich der Laser- 
strahl direkt auf die Partikeloberf lache richten und 
gezielt die Fluoreszenz beim Abdissoziieren der Sonde 
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verfolgen. Dieser Prozess gelingt z. B. bei Verwendung 
einer einzigen Schmelzdomane und ermoglicht den Einsatz 
oligoitierer , nicht-interkalierender Fluoreszenzf arbstof f e 
als optischen Marker. 

Reaktion und Analyse konnen in einem einzigen Reaktions- 
kompartiment durchgefiihrt werden. Vorzugsweise wird ein 
Mikrotiter-Format gewahlt, das es erlaubt, simultan 9 6 
Proben oder Anteile von 96 Proben (8er Oder 16er Strips) 
einer Analytik zu unterziehen. Das Reaktionsgef aB ist so 
konstruiert, dafl es vorzugsweise Volumina von 2 0 - 100 ^1 
tragt. Anstelle einzelner Reaktionsgef aBe werden vorzugs- 
weise Folien verwendet, die Vertiefungen oder Aus- 
buchtungen aufweisen, in denen die Proben auf genommen 
werden. Ansich bekannte Folien, eignen sich fiir das 
erf indungsgemaBe Verfahren insbesondere, da sie besonders 
effizient thermostatierbar sind, billig in der Her- 
stellung und problemlos in der umweltvertraglichen Ent- 
sorgung. Die Verwendung optisch klarer Folien fiir den 
Bereich des sichtbaren Lichtes erlaubt eine On-Line- 
Registrierung von Fluoreszenz-Signalen handelsiiblicher 
Fluroeszenz-Farbstof f e . ' 

Die Folien lassen sich mit den allgemein benotigten Rea- 
genzien befullen (Enzyme, Primer, Puffer, Stabilisatoren 
etc.) und im lyophilisierten Zustand iiber lange Zeitraume 
konservieren. Als Stabilisatoren werden vorzugsweise Tre- 
halose Oder Saccharose eingesetzt. Die seriell angeord- 
neten ^Reaktionsgef aBe lassen sich nach Hinzufiigen der zu 
analysierenden Proben hermetisch verschlieBen. Dieses 
kann durch Verschmelzen einer Deckfolie mit der Re- 
aktionskompartiment-tragenden Folie geschehen. Es lassen 
sich auch solche Folien verwerten, die mit einem thermo- 
plastischen Polymer beschichtet sind und sich unterhalb 
der Schmelztemperatur der eigent lichen Trager folien ver- 
schweiBen lassen. Im Deckelbereich der Tragerfolie ober- 
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halb der Reaktionskompartimente lassen sich Reagenzien 
fixieren oder koxnpartimentieren, die nicht von Anfang an 
am Reaktionsgeschehen teilnehmen sollen. Dies ist im 
erf indungsgemaBen Falle z. B. die spezifisch markierte 
Sonde, die in einem Puf f ergeinisch lyophilisiert und 
stabilisiert wird, das nach erfolgter Amplif ikationsr- 
eaktion fiir die Hybridisierung vom Amplif ikationsprodukt 
und markierter Sonde benotigt wird. Nach VerschweiBen der 
Reaktionskompartimente findet die Amplif ikationsreakt ion 
bei homogener Temperatur (3 SR, Self -sustained Sequence 
Replication; TAS, Transcription based amplification 
system) (J.C. Guatelli et al, (1990) Proc. Natl. Acad. 
Sci. 87, 1874-1878; Kwoh, D.Y., Davis, G.R. , Whitfield, 
K.M. , Chapelle, H.L., Dimichele, L.J. & Gingeras, T.R. 
(1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86, 1173-1177) oder im 
Thermocycler als Polymerase-Kettenreaktion (PGR) statt. 
In diesem Schritt werden Standard und Template im 
konstanten Verhaltnis amplif iziert, so dafi das Reaktions- 
endprodukt ca. 100 ng bis 1 iig amplif izierte Nukleinsaure 
enthalt . 



In einer moglichen, technisch sehr einfachen Ausfiihrungs- 
form (Figur 2), befindet sich im Reaktionskompartiment 
ein geloster Lumineszenz-, vorzugsweise ein Fluoreszenz- 
farbstoff , vorzugsweise mit interkalierenden Eigenschaf ten 
(siehe unten) , der an mehreren Positionen in doppel- 
helikalen Strukturen bindet und im gebundenen Zustand 
veranderte spektroskopische Eigenschaf ten besitzt. Wenn 
bei der spateren Analyse im zeitlichen Temperaturgradien- 
ten die entsprechenden Doppelstrangstrukturen denaturiert 
werden, wird der Farbstoff wieder freigesetzt. Dieser 
Vorgang wird spektroskopisch registriert. Eine notwendige 
Bedingung fiir diese Verf ahrensweise ist jedoch, die Kon- 
zentration des freien Farbstoffes so zu wahlen, daB sie 
groBer ist als die Anzahl der freien Bindungsplatze . 
Andererseits fiihrt eine Freisetzung des Farbstoffes aus 
einer Doppelstrangregion zur Bindung in einer anderen 
Struktur, ohne Anderung des Fluoreszenzsignales . 



In einer alternativen bevorzugten Ausfiihrung wird die 
wassrige Losung des Reaktionskompartiinentes mit einer 
vorzugsweise an der VerschluBf olie kompartimentiert 
gelagerten Fluoreszenzf arbstof f-markierten Sonde unter 
Losen der Sonde in Kontakt gebracht (Figuren 3 und 4) . 
Nach Denaturierung und Renaturierung wird die Sonde 
f luoreszenzspektroskopisch verfolgt. Bei tiefen Tempera- 
turen befindet sich die Sonde im Doppelstrang-Hybrid mit 
amplif iziertem Standard (Homoduplex) und amplif iziertem 
Template (Heteroduplex) . Nun wird das Reaktionskomparti- 
ment zeitlich, vorzugsweise linear aufgeheizt, wobei zu- 
nachst der Heteroduplex partiell oder vollstandig de- 
naturiert und anschlieBend der Homoduplex partiell Oder 
vollstandig denaturiert. Aus dem relativen Verhaltnis der 
Denaturierungssignale, gemessen viber die Stufen der 
Fluoreszenzabnahmen (Figuren 5a bis 5e) , laBt sich exakt 
der Template-Titer kalkulieren. 

Als Denaturierungssignal wird vorzugsweise ein 
Fluoreszenzmarker verwandt. Insbesondere eignen sich 
hierzu Fluoreszenzf arbstof f e, die die Eigenschaft be- 
sitzen, nur dann stark zu f luoreszieren, wenn sie 
zwischen die Basenpaare eingelagert werden (Interka- 
lation) . Wenn solche Farbstoffe aus einer Doppelhelix 
infolge eines Denaturierungsprozesses freigesetzt werden, 
so laBt sich das an einer Veranderung der Fluoreszenz- 
intensitat registrieren (Fluoreszenzabf all) . Haben Doppel- 
helices unterschiedliche Stabilitat wie im Falle von Homo- 
duplex und Heteroduplex, dann finden diese Signal- 
anderungen bei unterschiedlichen Tempera turen statt und 
lassen sich getrennt analysieren und auswerten. Die 
exakte Denaturierungstemperatur reflektiert daruberhinaus 
mogliche Sequenzunterschiede, wie sie bei Virusdrifts 
infolge Mutation auftreten konnen. 
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Interkalierende Farbstoffe besitzen gelegentlich eine 

weitere giinstige Eigenschaft, die sich auf die Halbwert- 

zeit des angeregten Zustandes bezieht. Im Falle von 

Ethidiumbromid ist die Lebensdauer des Anregungs zustandes 

mehr als 10 x langer, wenn sich das Fluoreszenzmolekiil im 

interkalierten Zustand befindet. Dadurch lal3t sich eine 

getaktete Laseranregung verwenden, wobei die Fluoreszenz- 

intensitat in der nachf olgenden Phase der Fluoreszenz- 

emnission ohne Streulicht-Einf liisse des Anregungslichtes 

geinessen werden konnen. Es ist mit dem erf indungsgeitiaflen 

Verfahren moglich, Farbstoffe wie Ethidiuiubromid vorzugs- 

weise in niedriger Konzentration (vorzugsweise lo"^^ - 
-7 

10 M) zu verwenden. 

AuBer der direkten Messung einer Fluoreszenzintensitat 
laBt sich auch erf indungsgemaS ein sogenannter Forster- 
Transfer (Energy-Transfer) zwischen eng benachbarten 
Fluorophoren oder der Parameter der Fluoreszenzpolari- 
sation verwenden, 

Eine hohe Spezifitat wird erf indungsgemaB erzielt, wenn 
eine Sonde verwendet werden kann, die kovalent mit einem 
Oder mehreren Farbstof fmolekiilen verkniipft ist (Figur 4) . 
Dies wird vorzugsweise dadurch erreicht, daB ein Primer 
zur Herstellung der Sonde verwendet wird, der endstandig 
Oder intern mindestens ein Farbstof fmolekiil tragt. Nur 
wenn sich die Sonde im basengepaarten Zustand des Homo- 
duplex Oder Heteroduplex befindet, erhalt man eine 
maximale Fluoreszenzintensitat des Doppelstrang-interka- 
lierten Fluoreszenzf arbstof f es . Die Fluoreszenzintensitat 
der parallel gefuhrten Reaktionsansatze kann simultan mit 
Hilfe einer Kamera erfaBt werden. Die Einzelauswertung 
der Kanale ergibt einen Fluoreszenzverlauf , wie er 
typisch in Figur 5 dargestellt ist. Die relative Hohe der 
Fluoreszenzanderungen kann iiber einen On-Line ange- 
schlossenen Computer direkt in Kopienzahlen umgerechnet 
werden . 




In einer weiteren spezifischen Ausf iihrungsf orm der erfin- 
dungsgemaBen Analyse wird die Reaktion innerhalb des 
Kompartimentes teilweise Festphasentrager-gekoppelt 
durchgefiihrt (Figur 8) . Der Vorteil dieser Vorgehensweise 
liegt darin begriindet, dafl sich mit Hilfe einer Laser- 
Optik gezielt die Oberflache eines Festphasentragers, 
Oder alternativ die Losung ohne den Festphasentrager ver- 
itiessen laflt. Das bedeutet fiir die praktische Durchfiihrung, 
dafl ein Fluoreszenzf arbstof f Verwendung finden kann, der 
nicht notwendigerweise seine itiefibaren Parameter iiber 
Interkalation verandert. Somit konnen Sonden mit be- 
liebigen, oligomeren Farbstoffen verwendet werden, mit 
denen eine mehr als zehnfache Steigerung der Fluoreszenz- 
intensitat erreicht werden kann, Der thermisch induzierte 
Denaturierungsprozess (siehe oben) kann dann verfolgt 
werden, indem die Dissoziation der Sonde von oberflachen- 
gebundenen, amplif izierten Nukleinsauren (Probe und 
Standard) in die freie Losung iaber die Abnahme der 
Fluoreszenz gemessen wird (Verdiinnungsef f ekt) . Dieses 
Vorgehen ist auf seiche Analysen beschrankt, bei denen 
die zur Standardisiemng herangezogene Doppelstrangregion 
in der thermodynamisch stabilsten Schmelzregion liegt, 
Oder, bei Sonden, die nur eine Schmelzregion aufweisen. 

Auf einen Zusatz einer markierten Sonde nach erfolgter 
Amplif ikation kann verzichtet werden, wenn die Sonde auf- 
grund bestimmter Eigenschaften und Prozessfiihrung der 
Amplif ikation nicht am Amplif ikationsgeschehen teilnehmen 
kann. Das kann erf indungsgemaB erreicht werden, wenn die 
Sonde in einer thermodynamisch stabilen Doppelstrang- 
struktur vorliegt, die wahrend des Amplif ikationsprozesses 
stabil bleibt und nicht am Reaktionsgeschehen teilhat. Es 
lassen sich z.B, markierte RNA-Doppelhelices hoher thermo- 
dynamischer Stabilitat oder chemisch modifizierte Sonden 
einsetzen. Auf diese Weise laBt sich der Amplif ikations- 
prozess so steuern, dafl die Sonde bei der Amplif ikations- 




reaktion iminer doppelstrangig bleibt und am Amplifi- 
kationsgeschehen nicht teilhat, sei es, daB die De- 
naturierungstemperatur nicht ausreichend ist Oder die 
beteiligten Enzyme doppelstrangige RNA oder die modifi- 
zierte Sonde nicht amplif izieren. 

Amplifikationstechniken bergen die groSe Gefahr in sich, 
daii nach erfolgter Amplif ikation, amplif izierte DNA- oder 
RNA-Molekule in die Umgebung austreten. Besondere Gefahr 
ist immer durch Aerosolbildung gegeben, die technisch nur 
auBerst schwer zu beherrschen ist. Die TESGA-Technik 
erlaubt es jedoch in ihrer besonderen Ausfiihrung, Ampli- 
f ikationsreaktionen und Analytik am hermetisch ge- 
schlossenen Reaktionsgef afi durchzufuhren und dieses an- 
schlieBend im geschlossenen Zustand zu entsorgen. Damit 
wird ein ganz entscheidender Beitrag zur molekularen 
Laborhygiene und fiir die Sicherheit der Ergebnisse einer 
Routinediagnostik geleistet. 

Eine Routinediagnostik ist unmittelbar mit der Notwendig- 
keit einer Archivierung der Ergebnisse und - nach Moglich- 
keit - der analysierten Proben verbunden. Die erfindungs- 
gemaBe TESGA Technik bietet hier wiederum eine nahezu 
ideale Moglichkeit: 

Die Folien lassen sich mit Test-spezif ischer Strich- 
markierung ausstatten und somit bezuglich Zieltest, 
Herstelldatum, Verf allsdatum etc. charakterisieren 
uijd datenmaBig erfassen. 

- Die Folien lassen sich im hermetisch verschlossenen 
Zustand uber lange Zeiraume archiviert lagern. 

Analysen lassen sich zu spateren Zeitpunkten auf dem 
TESGA-Gerat wiederholen und verif izieren. 
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- Liefert die TESGA-Analyse Indizien fur das Vorliegen 

neuer interessanter DNA/RNA-Varianten, laBt sich das 

Probengemisch entnehmen und direkt auf dem flachigen 

TGGE-Trennsystem praparativ auftrennen und z,B. einer 
Sequenzanalyse unterziehen. 

Die Temperaturgradienten-Gelelektrophorese hatte fiir 
kleinere Serien ihre Zuverlassigkeit fiir eine quantitative 
Ainplif ikationsanalytik gezeigt. Bei dieser Technik werden 
vorzugsweise solche PCR-Ainplif ikate verwendet, die G:C- 
reiche, priiaer-kodierte Sequenzen am stabileren Fragment- 
ende tragen. Diese sogenannten G:C-Klammern garantieren 
den fiir eine TGGE -Analyse notwendigen reversiblen Schmelz- 
verlauf und unterdriicken eine vorschnelle Dissoziation 
der Fragmente in die Einzelstrange. Fiir eine Vielzahl von 
TESGA-Analysen werden G: C-Klammern, die kostspielig im 
Einsatz sind und bei der Amplif ikation Schwierigkeiten 
verursachen konnen, nicht mehr erf orderlich sein. Die 
sequentielle Freisetzung der Fluoreszenzf arbstof f e in 
einem Assay kann durchaus irreversibel erfolgen, ohne daB 
das Ergebnis verfalscht wird. 

Die TESGA-Technik hat betrachtliche wirtschaf tliche Be- 
deutung, die sowohl im Bereich der Testkit-Herstellkosten 
beruhen als auch in den Durchf iihrungskosten der Analytik. 
Die Durchfiihrung ist fast vollstandig von Automaten zu 
erledigen, die das experimentelle Ergebnis in Form eines 
Hard-Copy-Berichtes ausdrucken konnen. Damit ist die 
TESGA-Technik nicht nur auf den Einsatz fiir kostspielige, 
quantif izierende Analysen grower Wertschopfung beschrankt, 
sondern auch einsetzbar fiir preiswerte Analysen. Das be- 
trifft z.B. den Bereich der Mikrobiologie, Humangenetik, 
Phytoanalytik, forensische Analytik und die industrielle 
Forschung wie z.B. die Wirkstof f orschung, das hei3t Reihen- 
untersuchungen von Zielsubstanzen auf Wirkstoffe, die 
iiber DNA- Oder RNA-Ampl if ikation oder -Modif ikation be- 



wertet werden konnen bis hin zu einfachen Toxizitatstests . 



Einsatz- und Marktmoglichkeiten der TESGA-Technik 

Das TESGA-System mit seinen spezifischen Eigenschaf ten 

PCR/3SR/TAS-Ainplif ikationsef f izienz 
Eignung fiir Reihen- und Einzeluntersuchungen 
- On-Line-Registrierung 

simultane Nukleinsauren - Qualif izierung/Quantif i- 
zierung 

Eintopf-Mehrkoiaponenten Analyse 

Wegfall der Kontaminationsgef ahr durch Amplifikate 
Niedrigkosten der Testreagenzien und Testdurchfuhrung 
allgemein giiltige - keine Test-spezif ischen - Ver- 
fahrensprotokolle 

erlaubt neue Einsatzmoglichkeiten der Amplif ikations- 
techniken wie PGR, 3SR oder TAS. 

In der genetischen Analytik ist auf langere Sicht ein 
Screening-Programm angestrebt, mit dem es beispielsweise 
moglich ist, aus Spuren von Biopsie-Material oder Frucht- 
wasserproben schwere genetische Erkrankungen nachzuweisen. 
Die Kostenbelastung fiir groSflachige Programme ist hier- 
bei ebenso eine entscheidende Restriktion wie die Tat- 
sache, daB nur in den seltensten Fallen eine Analyse 
eines einzigen Genlocus ausreichend ist, Aussagen iiber 
das Ubertragerpotential zuzulassen. Fiir die haufigste 
lethale Erberkrankung in der kaukasischen Bevolkerung, 
der Cystischen Fibrose, sind neben der zunachst ge- 
fundenen Mutation (Delta 508) mehr als 18 weitere 



Mutationen beschrieben worden, die die Mukoviscidose aus- 
losen konnen. TESGA erlaubt bei niedrigem zusatzlichen 
Kostenaufwand, eine gro3e Anzahl von loci parallel zu 
analysieren und bei Bedarf - ohne groBen Zusatzaufwand - 
weitere Testpositionen hinzuzunehmen. TESGA erlaubt bei- 
spielsweise auch die Untersuchung von Punktmutationen^ 
die fur bestimmte genet ische Erkrankungen verantwortlich 
sind. Solche Erkrankungen konnen bislang nur mit der sehr 
schwer handhabbaren Allel-spezif ischen Oligonukleotid- 
Hybridisierungstechnik (ASO) diagnostiziert werden. 

Ahnlich bedeutungsvoll ist die Technologie fur Thalassamie 
Screenings . 

Damit wird deutlich, daB TESGA auch die bisherigen Such- 
itiethoden nach definierten Mutationen vereinfachen und 
erheblich kostengiinstiger gestalten kann. Anstelle einer 
kiinstlich eingefuhrten Mutation, kann zur Normierung Oder 
Standardisierung die gesuchte, natiirlich auftretende 
Mutante eingesetzt werden, bzw. als Sonde verwandt wer- 
den. Somit koitunen alle diejenigen Assays in Betracht, die 
z .B. mit dif ferentiellen Oligonukleotid-Hybridisierungen 
als Filterassays durchgefixhrt werden. 

Epidemiologische Studien bei Infektions- und Erberkrankun- 
gen werden fiir die Internationale Medizin zu einem immer 
wichtigeren Aufgabengebiet . Erinnert sei an die beangsti- 
gende ^. Ausbreitungsgeschwindigkeit moderner viraler Er- 
krankungen wie AIDS (HIV) , bedingt durch die veranderten 
soziobiologischen Strukturen. Eine entscheidende Voraus- 
setzung fiir Vaccinierungs- und Therapieansatze ist eine 
itioglichst umfassende und sorgfaltige epidemiologische 
Erfassung des Ist-Zustandes mit epidemiologisch-prog- 
nostischer Bedeutung. Dies betrifft nicht nur das Auf- 
treten des Virus selbst, sondern auch die geograf ische 
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Verteilung seines Variantenspektrums mat einer daten- 
inafiigen Erfassung der Krankheitssymptomatik* Solche 
Studien warden erst durch eine aussagef ahige auto- 
matisierte Analytik wirtschaf tlich vertretbar. 

Die Pharmaf orschung stoBt seit gerauitier Zeit an die 
Grenzen der Machbarkeit auf ihren angestammten Aktivi- 
tatsfeldern. Es gibt viele Versuche, den of f ensichtlichen 
Beschrankungen herkoitonlicher Phanaaf orschung durch neue 
Konzeptionen zu begegnen. Angefiihrt sei das Beispiel des 
strategisch-intelligenten Wirkstoff design, das es er- 
lauben soil, auf der Basis fundierten Wissens iiber eine 
Zielstruktur wie der eines Rezeptors, Ef f ektormolekule 
mit vorberechneter Struktur gezielt zu synthetisieren und 
somit herkoitonliche Screening Methoden zu ersetzen, Eine 
zweite zukunftstrachtige Strategie ist die evolutive 
Biotechnologie mit ihrem Potential, unter Ausnutzung 
evolutiver Systeme Stoffe mit erwiinschtem Wirkpotential 
zu generieren. In der Pharmaf orschung der Zukunft miissen 
aus Kostengriinden als auch projektbedingt personal- 
intensive, randomisierte Syntheseprogramme vermieden 
werden . 

Das erf indungsgemafle Verfahren TESGA kann hierbei einen 
wichtigen Beitrag leisten. Die Tauglichkeit fiir Reihen- 
untersuchungen mit quantif izierenden DNA/RNA-Tests bei 
niedrigen Kosten erlaubt es, neue Tests fiir automati- 
siertes Aufspiiren von Wirkstoffen in der Onkologie, bei 
viralejTL und bakteriellen Infektionen sowie Tests fiir 
toxikologische Studien aufzubauen. Es werden neue 
Assay-Systeme in Kombination mit zellularen in vitro- 
Systemen denkbar, die mehr und mehr Tiermodelle ersetzen 
werden. Dabei darf auch nicht vergessen werden, daB Kul- 
tivierungs- und Testzeiten erheblich verkiirzt werden, da 
z, B. Variationen auf dem mRNA-Level unmittelbar erfaBt 
werden, ohne daB langwierig zellulare Folgereaktionen 




gemessen werden miissen. Fiir eine Reihe von Assays konnte 
es moglich werden, transf ormierte Zellkulturen durch 
Primarkulturen z. B. aus Blut zu ersetzen. Die gleich- 
zeitige hohe Sensitivitat wxirde es auch erlauben, 
Dif f erenzierungsparameter zu registrieren, um Zelltyp- 
spezifische Wirkungen zu messen. Gedacht ist z.B. an 
best immte Leukozyten-Subpopulat ionen (Makrophagen , 

T4-Zellen etc) mit ihren charakteristischen Rezeptor- 
funkt ionen und Inf izierbarkeiten mit Viren wie HIV. 

Biologische Experimente mit rekombinanten Systemen, ins- 
besondere Freisetzungsexperimente verlangen sowohl von 
wissenschaftlicher Seite als auch von seiten des Umwelt- 
schutzes nach einer sorgfaltigen Analytik von Genen, der 
Erfassung der Genpersistenz in Populationen, Genver- 
anderungen und Genaktivitaten. Als Beispiel seien anti- 
virale Therapien bei Pflanzen genannt, bei denen versucht 
wird, Virusresistenz gegen bestiminte Viren dadurch zu 
erzeugen, daB transgene Pflanzen konstruiert werden, die 
virale Hiillproteine erzeugen und so die Pflanzen vor Be- 
fall mit einem Fremdvirus schiitzen, Ein Freisetzungsex- 
periment oder ein Einkreuzen in naturlich vorkommende 
Populationen setzt ein genaues Wissen voraus, zum Bei- 
spiel : 

- Wie ist das Segregationsverhalten der rekombinanten 
Pflanzen bezuglich des rekombinanten Locus? 

- Wie aktiv sind die Hiillprotein-Gene bezogen auf die 
Population und die Generationszahl? 

- Wie reagiert der virale Zielorganismus auf den neuen 
SelektionsstreB? 

Das erf indungsgemaBe Verfahren TESGA ermoglicht hier 
Reihenuntersuchungen und insbesondere die Erfassung von 
Probenkollektiven in einem einzigen Test, um quantitative 
Aussagen iiber Populationen zu erhalten. Gleichzeitig 
werden Drif t-Phanomene bei Resistenzbildung verfolgbar. 



Mikrobiologische Tests der Bakteriologie werden tra- 
ditionsgemafi durch Kultivierung oder direkte Dot-Hybridi- 
sierung durchgefiihrt . Solche Tests waren bislang durch 
aussagef ahigere Tests kaum zu verdrangen, allein bedingt 
durch den Kostenaspekt . Das erf indungsgemafie Verfahren 
TESGA kann diese Situation vollstandig verandern. Es 
stent bei TESGA auch keinen entscheidenden Kostenfaktor 
dar, wenn eine Probe simultan auf mehrere Erreger gleich- 
zeitig getestet werden mufl oder wenn ein Erreger in einem 
Antibiogramm analysiert werden mufl. 

Der letzgenannte Analysentyp kann insbesondere bei viro- 
logischen Analysen eine groBe Rolle spielen, wenn Virus- 
resistenzen ausgetestet werden miissen bzw. quantif izierend 
erfaBt werden miissen. Fiir die Virologie konnte es ent- 
scheidend werden, daB TESGA eine stark simplif izierte 
Analytik durch eine auBerst kostengunstige und zeitredu- 
zierte Kopplung von Anzucht- und Testverf ahren einer 
Viruspropagation erlaubt. 

In der Nahrungsmittelindustrie geht es in erster Linie um 
groBe Testserien auf wenige mikrobiologische Erreger- 
klassen, jedoch ausgehend von einer Vielzahl von Proben- 
materialien der Ausgangsprodukte, der Verf ahrensschritte, 
des apparativen Containments und der Endprodukte. Ahnlich 
wie in der Pharmaindustrie werden bei der Verarbeitung 
GroBansatze von erheblichem okonomischen Wert bearbeitet. 
Der Zeitfaktor verbunden mit einer zuverlassigen Testaus- 
sage stellt hierbei einen kritischen Faktor dar. Es sei 
daran erinnert, daB Salmonellentests haufig nach wie vor 
iiber langwierige Anzuchtsverf ahren verlaufen. TESGA 
konnte mit seinen auch quantif izierbaren Analysen in 
Reihenuntersuchungen einen Verzicht auf Anzuchtverf ahren 
bewirken und kostspielige Prozessfiihrungsschritte und 
Lagerungen einsparen. 



Phytopathologische Analysen stehen unter einem oft pro- 
hibitiven Preisdruck des Einzeltests. Selbst wenn in der 
Regel nur reprasentative Probenkollektive von Saatgut 
Oder Zier- und Nutzpflanzen der Analyse auf beispielsweise 
Virusbefall zugefiihrt werden, so lieiS die Anzahl der 
Proben aus Kostengrunden bislang fast ausschlieBlich 
immunologische ELISA-Verf ahren zu, die haufig nicht oder 
nur unzureichend funktionieren. Die Phytoanalytik bedarf 
jedoch bereits in naher Zukunft anderer Analysenkonzepte, 
um dem Bedarf gerecht zu werden. 

Nachdem nun erstmals RNA-Parameter gefunden worden sind, 
die eine exakte Wald-Schadensanalyse zulassen (Riesner et 
al., in Vorbereitung) , laflt sich lait TESGA ein grofies 
eventuell internationales Prograinm zur Schadenserf assung 
und der zeitlichen und geographischen Ausbreitung von 
Waldschaden konzipieren. 

Die Molekularbiologische Forschung bemiiht sich in steigen- 
dem Mafle um Analysenverf ahren, die Serientauglichkeit 
haben. Das am meisten diskutierte Projekt ist sicherlich 
das HUGO-Projekt zur vollstandigen Sequenzauf klarung des 
humanen Genoms sowie der Genome anderer wichtiger 
Organismen. In der Zukunft wird es bei diesem Projekt 
nicht nur darum gehen, ein singulares Genom vollstandig 
zu analysieren, sondern auch bestimmte Loci mit 
krankheitsbezogenem Potential zu analysieren, wie es 
vergleichbar beim Identitatstesten notwendig ist 
(HLA-Analytik, Haplotyp-Assoziation, genet ische 

Variabilitat etc.) . 

Das erf indungsgemaBe Verfahren ermoglicht auf DNA Ebene 
(amplif izierte loci, Gendosis) und auf mRNA Ebene Ex- 
pressionsoptimierungen, Promoterkontrolle etc. zu ver- 
folgen und im Screening von Mutageneseverf ahren einzu- 
setzen. TESGA konnte sich hierbei als eine wichtige Kom- 
plementartechnik zum "cell sorting" erweisen. 
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Patentanspriiche 



Verfahren zur Bestiinmung von mindestens einer in 
vitro-amplif izierten Nukleinsauresequenz in einem 
verschlossenen Reaktionsraum, 

wobei wahrend oder nach der Amplif izierung der 
Nukleinsauresequenz mindestens eine Substanz vor- 
handen ist, deren spektroskopisch meBbare Parameter 
mit der nachzuweisenden Nukleinsauresequenz in 
Wechselwirkung tritt, 

dabei ein meBbares Signal erzeugt wird, 
die zu messende Probe der Einwirkung eines Gradien- 
ten ausgesetzt wird, der Nukleinsauren mindestens 
teilweise denaturieren kann 

unter Erfassung des sich durch die Einwirkung des 
Gradienten andernden meBbaren Parameters. 

Verfahren gemaB Anspruch 1, wobei die Substanz, 
deren spektroskopisch meBbarer Parameter mindestens 
ein Lumineszenz oder Fluoreszenzf arbstof f ist, einen 
Nukleinsaureanteil enthalt und dessen Wechselwirkung 
mit den in vitro-amplif izierten Nukleinsauresequenzen 
in Abhangigkeit des Denaturierungszustandes mit einer 
Anderung des spektroskopischen MeBsignals einhergeht, 
vorzugsweise durch Interkalation des Farbstoffes in 
die Nukleinsauredoppelhelix oder durch Verdiinnungs 
Oder Konzentrierungsef f ekt in dem Meflkompartiment . 

Verfahren gema3 mindestens einem der Anspriiche 1 
Oder 2, wobei ein Denaturierungsprozess uber eine 
Anderung der Wellenlange und/oder einen Lumineszenz 




bzw. Fluoreszenzintensitatsshift und/oder Fluores- 
zenzpolarisationsanderung und/oder eine Anderung der 
Lebenszeit eines angeregten Zustandes Oder iiber das 
Prinzip des sogenannten "Energy Transfer" oder iiber 
einen Konzentrationsef f ekt erfaBt wird. 

Verfahren gemaB mindestens einem der Anspriiche 1 
bis 3, dadurch gekennzeichnet , daB in einem Re- 
aktionsraum mehrere, spektroskopisch voneinander 
unterscheidbare Farbstoffe eingesetzt werden konnen, 
mit denen sich verschiedene amplif izierte Nuklein- 
sauren analysieren lassen und/oder iiber die min- 
destens eine unabhangige Eichsubstanz eingefuhrt 
werden kann. 

Verfahren gemafl mindestens einem der Anspriiche 1 bis 

4, dadurch gekennzeichnet , dafl die Lumineszenz, ins- 
besondere Fluoreszenz der Farbstoffe durch einen 
Laser kontinuierlich oder getaktet angeregt wird. 

Verfahren gemaB mindestens einem der Anspriiche 1 bis 

5, dadurch gekennzeichnet , daB die amplif izierten 
Nukleinsauren mindestens einen koamplif izierten 
Nukleinsaure-Standard enthalten, dessen Sequenz zu 
einer zu bestimmenden Sequenz homolog ist, vorzugs- 
weise identisch mit Ausnahme einer Punktmutation, 
die vorzugsweise in einem Sequenzbereich niedrigster 
Stabilitat liegt, jedoch auBerhalb der primer-Bin- 
dungsstellen bei enzymatischer Amplif ikation. 

Verfahren gemaB mindestens einem der Anspriiche 1 bis 
5 und 6, dadurch gekennzeichnet, daB der Nuklein- 
saure Standard selbst ein natiirlicher Bestandteil 
der zu analysierenden Nukleinsaure ist. 
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8. Verfahren geitiaB mindestens einem der Anspruche 1 bis 

7, dadurch gekennzeichnet , da3 die Amplif ikation in 
homogener Phase oder mit einem Festphasentrager ge- 
koppelten Primer durchgefiihrt wird, an dessen ver- 
langerter Sequenz die markierte Sonde hybridisieren 
kann und deren Konzentration soitiit entweder gezielt 
auf dem Festphasentrager oder in der freien Losung 
bestiinmt werden kann. 

9. Verfahren geiaa5 mindestens einem der Anspruche 1 bis 

8, dadurch gekennzeichnet , daB mindestens ein 
Fluoreszenzfarbstof f an ein Nukleinsauremolekiil ge- 
koppelt ist, dessen Sequenz identisch oder homolog 
mit der nachzuweisenden Nukleinsaure oder dem ko- 
amplif izierten Nukleinsaure-Standard ist. 

10. Verfahren gemaB mindestens einem der Anspruche 1 bis 

9, dadurch gekennzeichnet , daB das Fluoreszenzf arb- 
stof f-gekoppelte Nukleinsauremolekiil dem Reaktions- 
gemisch nach erfolgter Amplif ikation zugesetzt wird, 
wobei die Hybridisierung mit den amplif izierten 
Nukleinsauren durch einen thermischen Denaturierungs- 
schritt mit nachf olgendem Renaturierungsschritt er- 
folgt. 

11. Verfahren gemaB mindestens einem der Anspruche 1 bis 
4 und 9, dadurch gekennzeichnet, daB das Fluoreszenz- 
farbstof f-gekoppelte Nukleinsauremolekiil dem Re- 
aJjtionsgemisch vor erfolgter Amplif ikation zugesetzt 
wird wobei die Sonde als nicht amplif izierbare 
Doppelstrang-RNA oder als nicht amplif izierbare 
chemisch modifizierte Nukleinsaure zugesetzt wird. 

12 . Verfahren gemaB mindestens einem der Anspriiche 1 bis 
11, dadurch gekennzeichnet, daB zur Amplif ikation 
vorzugsweise ein Primer eines Primerpaares verwendet 




wird, der 5 '-terminal eine G:C-reiche Region kodiert 
von vorzugsweise 15 bis 20 G:C - Resten. 

13. Verfahren gemaB mindestens einem der Anspruche 1 bis 

12, dadurch gekennzeichnet , da3 Foliensysteme mit 
Vertiefungen oder Ausbuchtungen als Reaktionsraume 
verwendet werden, die thenaisch verschweiBbar sind 
und als Aufnahme fur verwendungsf ertige Reagenzien- 
gemische in lyophilisierter oder Matrix-gebundener 
Form dienen, sowie zur direkten optischen Vermessung 
geeignet sind. 

14 . Verfahren gemaB mindestens einem der Anspruche 1 bis 

13, dadurch gekennzeichnet , daB die vorgelegten 
Reagenzien in raumlich getrennten Matrices gelagert 
werden und nach dem SchlieBen eines Reaktionsraumes 
zeitlich getrennt dem Reaktionsgeschehen zugefiihrt 
werden konnen. 

15. Verfahren gemaB mindestens einem der Anspruche 1 bis 

14, dadurch gekennzeichnet, daB die Reaktionsraume 
im Abstand der Mikrotiter - Dimension voneinander 
getrennt sind, 

16. Verfahren gemaB mindestens einem der Anspruche 1 bis 

15, dadurch gekennzeichnet, daB das Nukleinsaurege- 
misch zur Analyse einem zeitlich gesteuerten 
Temperaturgradienten unterworfen wird mit vorzugs- 
weise linearem Verlauf, wobei die Anderung des 
spektroskopischen Parameters als Funktion der Zeit 
und/oder der Temperatur verfolgt wird. 

17. Verfahren gemaB Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, 
daB aus der Abhangigkeit des optischen Parameters 
mit der Temperatur und/oder der Zeit auf die An- 
wesenheit und/oder Anzahl und/oder Homologie einer 




gesuchten Nukleinsaure zum korrespondierenden Stan- 
dard geschlossen warden kann, 

18, Verfahren gemaB mindestens einem der Anspriiche 1 bis 
17, dadurch gekennzeichnet , daii die Auswertung der 
Daten on line durch ein Datenverarbeitungsystem er- 
folgt. 

19. Vorrichtung zur Durchfiihrung des Verfahrens gemaB 
einem der Anspriiche 1 bis 18, die eine rechnerge- 
steuerte, zeitabhangige Thermostatierung der Re- 
aktionskompart imente erlaubt • 

20 • Eine Vorrichtung gema3 Anspruch 19, die eine 
optische Einheit enthalt, wobei vorzugsweise ein 
Laser zur Anregung eingesetzt wird sowie eine 
optische Detektionseinheit zur Registrierung des 
emittierten Fluoreszenzsignals • 

21. Mittel zur Durchfiihrung des Verfahrens geinal3 min- 
destens einem der Anspriiche 1 bis 20, bestehend aus 
einem System von Reaktionskompartimenten, vorzugs- 
weise einem Foliensystem mit gebrauchsf ertigen 
Reagenzien in lyopholysierter Form, wobei die 
Reaktionskompartimente vorzugsweise in der Mikro- 
titer-Dimensionierung angeordnet sind. 

22. Mittel zur Durchfiihrung des Verfahrens gemaB An- 
spruch 21, dadurch gekennzeichnet , daB die 
Reagenzien in mindestens einer wasserldslichen 
Matrix fixiert und/oder gelagert werden. 

23. Mittel zur Durchfiihrung des Verfahrens gemafl einem 
der Anspriiche 21 bis 22 , wobei die Matrix Stabi- 
lisatoren enthalt, vorzugsweise Zucker, insbesondere 
Trehalose Oder Saccharose. 




24. Mittel zur Durchfiihrung des Verfahrens gemafi min- 
destens einem der Anspriiche 21 bis 23, wobei das 
Reaktionskompartiinent und/oder weitere Reagenzien- 
reservoire Aitiplif ikationsprimer , Puf f erbestandteile, 
mindestens eine Polymerase und Kofaktoren enthalt. 

25. Mittel zur Durchfuhrung des Verfahrens gemaJi einem 
der Anspriiche 21 bis 24, wobei die Reaktionskom- 
partiment-verschlieSende Folie mindestens ein 
weiteres Reagenzienreservoir in einer Matrix ent- 
halt, wobei vorzugsweise dort die markierte Sonde 
mit den fiir die Hybridisierung notwendigen Puffer- 
substanzen gelagert ist. 

26. Mittel gemaB mindestens einem der Anspriiche 21 bis 
25 in Kit-Systemen zusammengestellt • 



Zusammenfassunq 

Es wird ein Verfahren beschrieben zur Bestimmung von min- 
destens einer in vitro-amplif izierten Nukleinsauresequenz 
in einem Reaktionsraum, 

wobei wahrend oder nach der Amplif izierung der Nuklein- 
sauresequenz mindestens eine Substanz vorhanden ist, 
deren spektroskopisch meSbare Parameter mit der nachzu- 
weisenden Nukleinsauresequenz in Wechselwirkung tritt, 
dabei ein meBbares Signal erzeugt wird, 

die zu messende Probe der Einwirkung eines Gradienten 
ausgesetzt wird, der Nukleinsauren mindestens teilweise 
denaturieren kann 

unter Erfassung des sich durch die Einwirkung des Gradien- 
ten andernden mefibaren Parameters. Das erlaubt, die diag- 
nostische Methode der DNA oder RNA Amplif ikation qualita- 
tiv und quantitativ automatisch an groflen Probenserien 
durchzufiihren. Die Methode basiert auf einem Vergleich 
der Kopienzahl und der Sequenz einer zu analysierenden 
DNA Oder RNA und einem internen Standard mit Hilfe eines 
zeitlichen Tempera turgradienten. Der Nachweis wird mit 
optischen Verfahren in homogenen oder heterogenen Phasen 
gefiihrt und erfordert keine elektrophoretischen Trenn- 
techniken. Der amplif izierte Reaktionsansatz kann auch 
wahrend und nach der Tlnalyse verschlossen bleiben. Damit 
wird 2. eine Entsorgung unter vollstandiger Vermeidung 
der Kontaminationsgef ahr durch amplif izierte Reaktionsan- 
satze moglich. Die analysierten Proben konnen iiber langere 
Zeitraume archiviert und gegebenenf alls wiederholt analy- 
siert werden. tiber eine anschlieBende Trennung mit der 
Temperatur-Gelelektrophorese (TGGE) konnen beliebige 
Varianten praparativ z.B. zum Zweck der Sequenz ierung 
dargestellt werden. 
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Proben 1-96 



A 
B 
C 
D 
E 
F 
G 
H 



12345678 9101112 




MT-Basisfolie 
(Balkencode) 



Deckfolle mit Sonde 
(magnetic code) 



1 2345678 9101112 
A 0@®000000@©0 
B OOOOOOO@0O@© 
C OOOOOOO0OOOO 
D OOO0@©OO©@OO 
E OOOOOOO00O©® 
F 0©©000©©©©©© 
G 0@©Q@©©©©©@© 
H ©0©00©©©@@®« 



\ date 


nwehwe 


\ patient 
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wewewe 


1 kwewe 
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TESGA - Analyse 
(Computer Bericht) 



Archiv 



Forschung & 
molekulare Analytik 
•TGGE 

• Sequenzierung 



Der TESGA - Verdunnungsassay 



Amplifikation iiber 
Oberflachen-gebundenem 
Primer P2 



Amplifikation 
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Die Temperatur-induzierte 
sequentielle Dissoziation fuhrt zu 
einer Verdunnung der 
Oberflachen-gebundenen 
Fluoreszenzfarbstoffe bzw. deren 
Konzentration in Losung 



